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Entre el que vencié mil millares de
hombres en la batalla y aquel que se
vencido a si mismo, éste ultimo es el
vencedor mas grande.

Buda



1 Introduccion




1.1.CONTROL MICROBIANO DE INSECTOS: HISTORIA

Las enfermedades que afectan a insectos, en particular a aquellos utiles para
el hombre, fueron de interés desde los primeros siglos de nuestra era: Aristoteles, en
la Historia animalum, hace una descripcion de las enfermedades de las abejas, y en
la literatura griega y romana pueden encontrarse observaciones acerca de morbilidad
entre gusanos de seda. Informes de este tipo también se hallan en trabajos de
naturalistas de la Edad Media. El primer documento de caracter cientifico acerca de
enfermedades de insectos es el de de Reaumur, en 1742.

La implicancia comercial de estas enfermedades promovid que, a principios
del siglo 19, Kirby y Spence incluyeran un capitulo llamado Discases of insects en
su texto An Introduction to Entomology. El estudio de la patologia de insectos en su
forma actual tuvo su comienzo en el siglo pasado, bajo la influencia de Bassi,
Cheshire y Cheyne, y Pasteur. Estos investigadores estudiaron enfermedades de
insectos beneficiales para el hombre, y son considerados los fundadores del campo
de estudio de las enfermedades infecciosas. En 1835 Bassi demostrd por vez
primera que un microorganismo, el hongo Beauveria bassiana, podia causar una
enfermedad en un animal, el gusano de seda (Bombyx mori). Bassi no soélo
contribuy6 al entendimiento de las enfermedades infecciosas sino que fue el primero
en proponer el control de insectos mediante microbios. Asimismo, tanto Pasteur
(1870) como Cheshire y Cheyne (1885) estudiaron enfermedades que afectaban a
insectos benéficos, haciendo énfasis en aspectos del control de dichas enfermedades
en poblaciones de insectos de importancia comercial, entre ellos, como es obvio,
abejas (Apis mellifera) y gusanos de seda.

Una contribuciéon mayor fue realizada por Metchnikoff, quien utilizo al
hongo Metarrhizium anisopliae contra plagas agricolas tales como el escarabajo de
los granos (Anisoplia austriaca) y el gorgojo de la remolacha azucarera (Cleonius
punctiventris). Con estos trabajos, junto con los de Krassilstchiek, Metchnikoff
pudo demostrar por vez primera que un patogeno especifico, aislado a partir de un
insecto, podia ser producido en gran escala y ser aplicado como "insecticida
microbiano”. El éxito de Metchnikoff dio origen a los trabajos de Gaillot, en
Francia, y los de Forbes y Snow, en Estados Unidos, donde se emplearon cepas de
otro hongo, Beauveria bassiana, para el control de las plagas agricolas Picris
brassicae y Blissus leucopterus.
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El uso de bacterias para controlar insectos fue intentado por vez primera por
d'Herelle en 1914, 45 afios después de la descripcion de la enfermedad del gusano
de seda hecha por Pasteur. Debido a que los resultados del control no fueron
uniformes hubo una relativa pérdida del interés en el control por bacterias. Hubo
que esperar otros 25 afios para que White y Dutky intentaran con éxito controlar una
plaga, Popillia japonica (escarabajo japonés), que desde Japon habia llegado a
Estados Unidos causando serios perjuicios econdmicos en sembrados y pasturas,
mediante el empleo de Bacillus popilliae, agente causal de la asi llamada
"enfermedad lechosa" (Dutky 1959). Este fue un hito en la historia del control
bacteriano, el cual fue continuado por intensos estudios con una bacteria similar,
Bacillus thuringiensis, la cual mostraba mucha mayor efectividad y especificidad
sobre distintos insectos.

En la década de los afios 50 comenzaron a realizarse estudios sobre el
control de insectos empleando virus como agentes causantes de enfermedades en
insectos. Se han descrito virus entomopatogénicos caracterizados por un alto grado
de especificidad; entre ellos se han empleado DNA virus (baculovirus, parvovirus,
poxvirus) y RNA virus (virus de la polihedrosis citoplasmica, rabdovirus,
enterovirus). Es tambien destacable la patogenicidad hacia insectos por parte de
protozoarios y de nematodos, los cuales son empleados en el control integrado de
plagas. Asimismo debe hacerse mencién de la actividad insecticida de ciertos
nickettsiales.

1.2. LAS BACTERIAS COMO PATOGENOS DE INSECTOS:
Comparacion de bacterias con otros patégenos microbianos.

La ubicuidad de los microorganismos hace que no sea sorprendente encontrar
un gran numero de ellos como agentes de patologias asociadas a insectos. Como se
dijo antes, diversas clases de microorganismos son patégenos de insectos, entre
ellos virus, micoplasmas, rickettsiales, protozoarios, bacterias, hongos y virus.

En los ltimos 50 afios han sido aisladas y clasificadas un gran nimero de
bacterias patogenas para insectos. La mayoria de ellas pertenecen a las familias
Pseudomonadaceae, Enterobacteriacecae, Lactobacillaceae, Micrococcaceae 'y
Bacillaceae. Los patdgenos mas comunes se encuentran detallados en la Tabla 1.1.



Tabla 1.1. Bactcrias patdgenas para inscctos v principales inscctos afectados

Pseudomonas acruginosa

langosta

Pseudomonas septica

escarabajos

Serratia marcescens

larvas dec diversos inscctos

Enterobacter acrogenes

lcpidopteros

Salmonella enteriditis

polilla de la ccra

Shigella dysenteriae

lepidopteros

Streptococcus pyogenes

polilla dc la ccra

Streptococcus faecalis

moscas

Clostridium perfringens

polilla dc la ccra

Clostridum brevifaciens

lcpidopteros

Bacillus cereus

coledptcros, himenopteros,

Icpiddptcros
Bacillus larvae abcjas
Bacillus popilliae cscarabajos

Bacillus lentimorbus

Icpidopteros

Bacillus sphaericus

diptcros

Bacillus thuringiensis

lepidopteros, dipteros,
cscarabeidos, ncmatodcs,

colcopteros

Entre todos los patogenos descritos en la Tabla 1.1 se destaca Bacillus
thuringiensis. Este microbio presenta patogenicidad frente a distintos tipos de
insectos, con una muy alta especificidad para lepidopteros, coledpteros y dipteros.
Estos microorganismos esporulados, pertenecientes a la familia Bacillaceae,
presentan el mas alto potencial para ser utilizados en el manejo y control de
poblaciones de insectos plaga, y por lo tanto han recibido la mayor atencién desde
el punto de vista comercial.



1.3. BACILLUS THURINGIENSIS

1.3.1. DESCUBRIMIENTO DE BACILLUS THURINGIENSIS

En 1902, en Japon, Ishiwata, en medio de estudios destinados al control de
enfermedades epidémicas en insectos con importancia econdmica, aislé una bacteria
esporulada aerdbica presente en gusanos de seda muertos. Ishiwata llamé a los
bacilos esporulados "Sorto-bacillen" (bacilos del colapso subito). Sin embargo no se
realizaron estudios en detalle hasta 1915, cuando Aoki y Chigasaki retomaron el
estudio de la enfermedad del gusano de seda causada por los bacilos.

Al mismo tiempo Berliner (1915), en Alemania, aisld un bacilo a partir de
larvas muertas de polilla de la harina (4nagasta kuchniella), y lo llamé Bacillus
thuringiensis, por el ldnder de Thuringia donde realizo los estudios. Mattes, en
1927, reaislo el bacilo y describio con gran detalle la enfermedad causada.

Todos estos investigadores realizaron observaciones cuya importancia no fue
reconocida hasta mucho mas tarde. Aoki y Chigasaki descubrieron que sélo cultivos
viejos, donde la esporulacién era total, eran capaces de causar la enfermedad en
gusanos por ingestion, y notaron la extrema rapidez con que los sintomas eran
observados, llegando a la paralisis dentro de una hora luego de la ingestion de los
cultivos esporulados (la muerte siubita, segin Ishiwata) y sugirieron la presencia de
una toxina. Berliner y Mattes observaron que las células esporuladas contenian un
segundo cuerpo refringente, de forma romboidal no regular. Al desarrollarse el
esporo podia observarse un granulo esférico que se volvia romboidal al llegar el
esporo a su madurez. Berliner lo llamé6 Restkérper, y Mattes sugirid que era parte
del aparato nuclear de la célula bacteriana.

Estas observaciones permanecieron durante afios como curiosidades, y su
relacion con el uso de las bacterias para controlar poblaciones permanecid latente
por cerca de 20 afios. En 1953, en Canada, Hannay (1953), realizando estudios
sobre esporulacion en Bacillus thuringiensis, redescubri6 el Restkérper, observando
que, sin excepcion, la esporulacion era acompafiada por la formacién de un cuerpo
parasporal con forma de diamante. Cada esporangio contenia un esporo y un cristal,
y Hannay sugirid6 que estos cuerpos parasporales estaban involucrados en las
enfermedades. Otro investigador canadiense, Angus (1954), comenzo a elucidar el
rol del cristal en la patogenicidad. Luego de una serie de estudios (Angus 1954,
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1956) confirmé los supuestos de Aoki y Chigasaki y la sugerencia de Hannay
respecto de la relacion patogenicidad-cristal. Concluyé que el principio toxico
asociado con las inclusiones cristalinas no era una exotoxina tipica, sino que
requeria de solubilizacion para transformarse en activa, y que esto solo se lograba
tratando los cristales con alcali o con jugo intestinal del insecto. Angus postul6é que
la paralisis no es causada por el crecimiento del microorganismo en el tejido del
hospedador (Angus 1956).

Al ingerir el cristal proteico, la larva del insecto susceptible puede morir
sufriendo una patologia caracteristica. El curso usual de una infecciéon bacteriana
(ingestion de la célula vegetativa o esporos, reproduccion de la bacteria en el tejido
del hospedador, produccion de factores invasivos por el patégeno y produccion de
toxina dentro del hospedador) no requiere del estricto cumplimiento de esos pasos
para que ocurra una toxemia. La ingestiéon de la toxina formada fuera del
hospedador es suficiente para causar la muerte. Esta capacidad del cristal para matar
de modo subito pone a los bacilos en un pie de igualdad con los insecticidas
quimicos, y es posible emplearlos en el control de poblaciones de insectos
susceptibles.

En el periodo transcurrido entre los trabajos de Mattes y los de Hannay los
estudios acerca de Bacillus thuringicnsis se refirieron sin excepcion al control de
insectos a campo. En Gran Bretafia, Husz (1931) llevo a cabo ensayos para control
del barrenador del maiz (Ostrinia nubilalis) con buenos resultados, y Jacobs (1950)
uso el preparado comercial Sporéine (Francia, 1938) para proteger harinas de la
infestacion por polillas. En los Estados Unidos, Steinhaus (1951) usé la cepa de
Mattes para controlar la oruga de la alfalfa (Colias curytheme), y establecio las
ventajas del uso de la toxina contra la plaga.

1.3.2. ASPECTOS MICROBIOLOGICOS

Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram positiva, esporulada, que, como
se dijo antes, es capaz de sintetizar una toxina, llamada 8-endotoxina, de caracter
glicoproteico, que se presenta como un cuerpo cristalino llamado "cristal", "cuerpo
parasporal” o "inclusion parasporal”. Esta caracteristica es presentada también por
Bacillus popilliae y por algunas cepas de Bacillus sphacricus.



Por observacidon microscopica se puede ver que los cristales presentan una
forma caracteristica, que puede variar entre las distintas subespecies. Las proteinas
que componen los cristales presentan una alta toxicidad y una sorprendente
especificidad para diversas plagas. En los ultimos treinta afios fue empleado casi
con exclusividad para el control de lepiddpteros, plagas agricolas cuyas larvas, al
ingerir esta toxina, sufren una serie de fendmenos que las conducen a la muerte en
pocas horas. Las ventajas de Bacillus thuringiensis como insecticida pueden
resumirse en: a) su alta especificidad, sin afectar mamiferos o insectos no blancos;
b) la escasa o nula resistencia (aunque han sido publicados algunos datos sobre
resistencia adquinida); c) la adaptabilidad a varios tipos de formulaciones,
pudiéndose incorporar cebos o estimulantes para aumentar la eficacia; d) las
posibilidades de incorporaciéon de mejoras tecnoldgicas en la produccion; e) las
posibilidades de mejoras genéticas o de seleccidn de cepas para incrementar la
actividad. Las desventajas son: a) el estrecho espectro de insectos afectados; b) la
necesidad de tiempos de aplicacion apropiados debido al mas lento efecto respecto
de los insecticidas quimicos; c) la influencia de la ingestidon sobre la actividad, y la
dependencia de aquella de los factores climaticos y ambientales; d) aunque
decrecientes, costos mayores que los de los insecticidas quimicos.

1.3.3. CLASIFICACION Y TAXONOMIA

Segun el Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, 8va Edicion,
Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915) es miembro del grupo I del género Bacillus,
junto con Bacillus subtilis, cereus, licheniformis, megaterium y anthracis. Es un
bacilo Gram positivo, de 2 - 5 um de largo y 1 - 1.2 um de ancho, con esporo
eliptico central o subterminal. Es movil debido a la presencia de flagelos peritricos.
Se divide por fisidn binaria, ocurriendo en cadenas. Se distingue de Bacillus cercus
por la produccion, durante la esporulacién, de un cuerpo parasporal cristalino, de
naturaleza proteica, que le confiere actividad téxica hacia larvas de diversos
msectos.

Los numerosos aislamientos de Bacillus thuringicnsis difieren unos de otros
de modo considerable, por lo que es necesario clasificarlos en serotipos y
variedades. En 1987 habia reportadas 27 variedades, clasificadas en base a
antigenos flagelares (Antigenos H) y a pruebas bioquimicas. El trabajo fundamental
de clasificacion fue realizado por de Barjac y Bonnefoi (1962). La clasificacion
seroldgica es coherente con la clasificacion bioquimica empleada con anterioridad a



los ensayos de aglutinacion flagelar. En la actualidad se utilizan subfactores
serologicos y pruebas bioquimicas para la subdivision de los serotipos en variedades
y subespecies. El numero de serotipos y variedades clasificadas ha aumentado,
yendo de 14 serotipos divididos en 19 variedades en 1982 a 27 variedades en 1987
y, ya en 1990, de Barjac reportaba la clasificacién de 34 variedades en un total de
1720 cepas en la coleccion del Instituto Pasteur, en Pans. De ellas, 228 cepas
corresponden al serotipo H-14, es decir Bacillus thuringiensis var. israelensis.

Otro tipo de clasificacién fue el propuesto por Norris (1964), basado en el
perfil de esterasas presentes en Bacillus thuringiensis. Esta clasificacion también es
coincidente con aquella basada en los serotipos.

Para relacionar cada variedad con su patogenicidad se intentd agrupar a
Bacillus thuringiensis segun los antigenos del cnistal. Cuando se preparan del
mismo modo, los antigenos presentes en el cristal permiten una caracterizacion
univoca de las cepas, y es una herramienta adecuada tanto para la subdivision
taxonomica de las variedades como para la identificacién de cepas. Hay una
correlacidn entre antigenos del cristal y el serotipo para mas del 85 % de las cepas
estudiadas (Krywienczyc er al. 1977). Variaciones de esta clasificaciéon son las
propuestas por Yamamoto (1983), que utilizd6 técnicas de rocket
inmunoelectroforesis, Lynch y Baumann (1985), quienes usaron técnicas de doble
inmunodifusién y microfijacion de complemento, y Smith (1987), que ensayé doble
inmunodifusion, ELISA, y Western blotting. Con esta tultima técnica, Smith logrd
reducir a dos tipos de cristales distintos: Grupo I, con actividad hacia larvas de
Lepidépteros, y Grupo II, con actividad hacia larvas de Dipteros.

1.3.4. BIOQUIMICA

1.3.4.1. METABOLISMO DEL CARBONO. Durante el crecimiento
vegetativo, Bacillus thuringiensis metaboliza los azucares a través de la ruta de
Embden-Meyerhof-Pamas para dar acidos, que luego son oxidados por las enzimas
del ciclo de los acidos tricarboxilicos (Nickerson et al. 1974). Bacillus thuringicnsis
no presenta actividad o-cetoglutarato deshidrogenasa, es decir que el ciclo de los
acidos tricarboxilicos es incompleto (Aronson ef al. 1975), modificado por la
presencia de la ruta del acido y-aminobutirico. La velocidad de catabolismo de los
acidos formados es menor si hay aminoacidos presentes en el medio (Bulla et al.
1971), pues estos pueden actuar como fuentes de carbono y de nitrégeno.



Una caracteristica importante es la elevada produccion de proteasas que se
observa al comenzar a metabolizarse los acidos. Este es un evento asociado a la
iniciacion de la esporulacion (Egorov ¢f al. 1984; Bibilos y Andrews 1988).

1.3.4.2. METABOLISMO DEL NITROGENO. Bacillus thuringiensis debe
movilizar gran parte del nitrégeno asimilado durante el crecimiento vegetativo
cuando comienza la sintesis del cnistal y de las enzimas especificas de la
esporulacion. Los aminoacidos predominantes son alanina y glutamato, y la
actividad transaminasa principal es la de la glutamato oxaloacetato transaminasa, y
en menor extension glutamato piruvato transaminasa y glutamato deshidrogenasa.
La asimilacion de amonio estad catalizada por alanina deshidrogenasa y por
glutamato deshidrogenasa (Borris y Aronson 1969; Aronson ef al. 1975). No se ha
informado la presencia del sistema glutamato sintasa - glutamina sintetasa.

1.3.5. PLASMIDOS Y TOXINAS.

Una de las claves para los estudios realcionados con la toxicidad y la
especificidad de Bacillus thuringicnsis es la caracterizacion de los genes que
codifican para la 6-endotoxina. Estudios al respecto se han realizado desde hace
mas de una década; asi, se ha podido determinar que la informacién genética para
las proteinas del cristal esta presente en uno o mas plasmidos de cerca de 72 MDa
(Gonzalez et al. 1982; Faust e al. 1983). Los genes han sido caracterizados, y se
conocen las secuencias de nucle6tidos de las regiones promotoras, la naturaleza del
sitio de unidn y secuencias de consenso. El control de la expresion ocurre a nivel de
la transcripcion. El gen es transcrito por una RNA polimerasa especifica de la
esporulacion, pero no por la de la forma vegetativa, debido a la incapacidad de esta
ltima para unirse al sitio del promotor (Wong et al. 1983; Klier et al. 1983).

1.3.6. CLASIFICACION DE LOS GENES.

Luego de una relativa anarquia en la descripcion y caracterizacion de los
genes, Hofte y Whiteley (1989) propusieron clasificar los genes de las proteinas del
cristal segun su estructura y actividad téxica. Los genes se clasificaron en cuatro
tipos: cry I, cry II, cry lll y cry 1V, a los que se deben agregar dos tipos nuevos, cry
Vy cry VI (Feitelson ef al. 1992). La clasificacion se presenta en la Tabla 1.2.
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Tabla 1.2. Clasificacion de los genes de la d-cndotoxina prescntes cn difcrentes variedades de
Bacillus thuringiensis (adaptado dc Hofte y Whitcley 1989)

Clase Subclase PM Especificidad variedad
(kDa)
cry | [A(a) 130 - 140 Lepidépteros  kurstaki HD],
sotto, aizawai
IA(b) berliner, aizawai,
kurstaki HD1
IA(c) kurstaki HD73
IB thuringiensis
HD2
1C chtomocidus,
aizawai
ID aizawai
IE
cryll 1A 63 Lepidoptcros,  Aurstaki HD263
Diptcros
IIB kurstaki HD1
11C 61
cnylll IHA 72 Colcopteros san dicgo,
tenchrionis,
111B tolworthi
cnylV IVA 135 Diptcros israclensis
IVB 128 israclensis
IvVC 78 israclensis
1VD 72 israclensis
cnvV VA(a) ? Nematodos
VA(b)
VB
VC
cryVI VIA ? Ncmatodos
VIB
cyt cyt A 27 Diptcros, israelensis,
citolitico morrisoni




Todos los genes pertenecientes a la clase 1 codifican para polipéptidos de
alrededor de 130 kDa, especificos para larvas de lepiddpteros. En los genes
pertenecientes a este grupo pueden encontrarse al menos veinte secuencias distintas,
y las proteinas codificadas forman inclusiones de forma bipiramidal caracteristica.
Los polipéptidos deben ser activados por proteasas del intestino de la larva para
alcanzar la toxicidad (Tyrrel er al. 1981; Tojo y Aizawa 1983).

Los genes de los grupos 11 y IIl codifican para polipéptidos de alrededor de
70 kDa, activos frente a lepiddpteros (cry II) y coledpteros (cry III). Los del grupo II
estan presentes en, al menos, 15 cepas de las variedades kursraki, thuringiensis,
tolworthi 'y kenyae (Yamamoto ef al. 1988). Se han descrito dos subgrupos (cry I1A
y cry IIB) que presentan entre si una muy elevada homologia (Widner y Whiteley
1989).

Los genes del grupo III (IIlA y IIIB) codifican para proteinas activas contra
coledpteros. El polipéptido codificado tiene un peso molecular de 72 kDa, y cs
procesado por proteasas para dar un polipéptido activo de 66 kDa.

A diferencia de lo que ocurre en otras variedades de Bacillus thuringicnsis, ¢l
cristal de Bacillus thuringicensis var. israclensis comprende varias proteinas, de
pesos moleculares predichos de 130, 128, 78 y 72 kDa, codificadas por los genes
cry IVA, cry IVB, cry IVC y cry IVD, las que junto con la proteina de 28 kDa,
codificada por el gen cytA, se ensamblan para formar el cristal ovoide caracteristico
de Bacillus thuringiensis var. israclensis.

Los genes cry IVA y cry IVB son muy similares a los genes cry I presentes
en cepas activas contra Lepidopteros. Las regiones C-terminales de las proteinas por
ellos codificadas son casi idénticas, mientras que las regiones N-terminales
muestran mayor variaciéon, aunque hay cinco dominios de alta conservacion,
comunes a las proteinas Cry I, III, IVA, IVB, e IVC. Esto implica que las regiones
toxicas de las proteinas residen en las mitades N-terminales variables, lo cual ha
podido ser confirmado por analisis de delecién (Chunjatopornchai er al. 1988;
Delecleuse ef al. 1988).

Las proteinas Cry IVA y Cry IVB son convertidas por protedlisis (dentro del
intestino de la larva) en fragmentos toxicos de 53 kDa (Chilcott y Ellar 1988) o de
68-78 kDa (Chunjatopornchai cr al. 1988), toxicos para Anopheles y Culex. El gen
cry IVC, que parece ser una version reducida de uno de los genes que especifican



para proteinas de 130 kDa (Thorne ¢t al. 1986), codifica para una proteina de 78
kDa, que es un constituyente menor del cristal. El gen cry IVD codifica para una
proteina de 72 kDa (que en la literatura suele ser mencionado como de 65 kDa), que
es convertida por protedlisis en una toxina de 30-35 kDa, activa contra diversas
lineas celulares de insectos (Chilcott y Ellar 1988). Por ultimo, el gen cytA es
distinto, desde el punto de vista estructural, a los otros genes, y su producto es
citolitico para varias células, tanto de invertebrados como de vertebrados,
incluyendo mamiferos. El producto de este gen, una proteina de 27 kDa, es la
proteina mas abundante en el cristal. Sin embargo, la forma procesada de 25 kDa,
presenta una actividad mosquiticida menor que la esperada para una toxina
primaria.

Las cuatro proteinas principales presentan actividad tdxica, pero ninguna es
tan toxica como el cristal entero. Asi, se ha sugerido que existe sinergismo entre las
proteinas del cristal, en particular entre las de 27 kDa y cada una de las otras
proteinas toxicas. De todos modos, el rol de la proteina Cyt A permanece incierto
(Delecleuse et al. 1991).

La existencia de los genes cryV y cryVl, codificando para proteinas activas
contra nematodes, ha sido informada luego de la clasificacidon propuesta por Hofte y
Whiteley (Feitelson er al. 1992). Sin embargo, esos genes no han sido aun
caracterizados.

Por ultimo, debe mencionarse que Crickmore y Ellar (1992) indican la
posible existencia de una chaperonina, cuya funcion se relacionaria con la
cristalizacion de las proteinas del cnistal de Bacillus thuringiensis.

1.3.7. OTRAS TOXINAS DE BACILLUS THURINGIENSIS.

Seis toxinas distintas de la 8-endotoxina han sido descritas como producidas
por diversas cepas de Bacillus thuringiensis (Rowe y Margaritis 1987). Ellas son la
o-exotoxina (fosfolipasa C), B-exotoxina (exotoxina termolabil), y-exotoxina (una
enzima no identificada), la "toxina 1abil", una toxina hidrosoluble, y el "factor
raton" (exotoxina). De ellas, solo la a-exotoxina y la B-exotoxina son de relativo
interés. La a-exotoxina es una lecitinasa o fosfolipasa C, que es producida también
por Bacillus cereus. Es termolabil, y se acumula durante el crecimiento exponencial.
Es capaz de lisar distintos tipos de células. La B-exotoxina, o "factor mosca", es una



toxina termoestable, secretada por algunas variedades durante la fase exponencial de
crecimiento, llegando a encontrarse en concentraciones de hasta 50 mg.1-! (Rogoff
1966). Es un derivado hidrosoluble de adenosina, cuyo efecto teratogeno se debe a
su funcién de inhibidor de nucleotidasas. Presenta una muy elevada toxicidad para
moscas (Musca domestica) y otros insectos, causando el bloqueo de la mitosis
celular. Inhibe tambien la RNA-polimerasa DNA-dependiente en células
bacterianas, y en mamiferos tiene propiedades mutagénicas. En células humanas
provoca un marcado aumento de las aberraciones cromosdmicas. Su uso como
insecticida esta prohibido en Europa y Estados Unidos de Ameérica, y las
regulaciones sanitarias y agricolas exigen que los productos basados en la &-
endotoxina de Bacillus thuringiensis estén libres de su presencia por completo
(Tompkins ef al. 1990). En algunos paises de Europa Oriental (Rusia, Republica
Checa, Polonia) se producen y utilizan insecticidas basados en [-exotoxina,
dirigidos casi con exclusividad al control de moscas en criaderos de animales. No se
conocen cepas de Bacillus thuringicnsis var. israclensis que sinteticen este
compuesto (Nickerson 1980).

1.4. BACILLUS THURINGIENSIS VAR. ISRAELIENSIS COMO AGENTE
DE CONTROL DE VECTORES.

Antes de 1977, ciertas cepas de Bacillus thuringicnsis patogénicas para
Lepidopteros, y que carecian de la exotoxina soluble B-exotoxina, fueron probadas
con poco o ningun éxito contra larvas de mosquitos y moscas. En 1977, en Israel,
Goldberg y Margalit aislaron una cepa de Bacillus thuringicnsis de larvas de
mosquito muertas halladas en charcas del desierto del Negev (Goldberg y Margalit
1977). Esta cepa fue caracterizada como perteneciente al serotipo H-14 y se la
denominé israelensis. Bacillus thuringiensis var. israclensis presenta elevada
toxicidad contra larvas de Dipteros (mosquito) y de Simulidos (mosca), mientras
que es inactivo frente a larvas de Lepidopteros.

1.4.1. LOS DIPTEROS COMO PLAGAS SANITARIA Y DOMESTICAS.

Los insectos hematéfagos, tales como mosquitos y ciertas moscas
pertenecientes al género Simulium, han sido plagas que afectan al hombre desde
tiempos prehistoricos. Estos insectos son vectores de un sinnimero de enfermedades



del hombre y de animales mediante la transmision de virus, bacterias, protozoarios y
nematodos patogenos (Priest 1992). Entre las enfermedades mas importantes
transmitidas por estos insectos se encuentran la malaria (transmitida por cerca de 50
especies de mosquitos del género Anopheles), dengue, encefalitis y fiebre amarilla
(transmitidas por mosquitos del género Aedes y Culex), filariasis, incluyendo
elefantiasis (transmitida por mosquitos del género Culex, Aedes, Anopheles,
Mansonia) y 1a ceguera de rio u oncocerquiasis (transmitida por moscas del género
Simulium). Todos estos vectores han desarrollado cierto grado de resistencia a los
insecticidas quimicos mas potentes empleados con mayor frecuencia tales como
DDT, los organofosforados, carbamatos, y el piretro (Rawlins 1989). La malaria ha
sido el mas grande causante de muertes de la humanidad, y en la actualidad se
reporta una incidencia de mas de 120 millones de casos por aiio, que conduce, soélo
en Africa, a una mortalidad cercana a un millén de muertes, en su mayoria entre
nifios menores de cinco afios. Esta enfermedad trae aparejadas enormes pérdidas
econdmicas, que se evaluaron en 800 millones de ddlares en 1987 y que alcanzaran
los 1800 millones en 1995 (Cattani et al. 1993).

Si bien el 90% de los casos de malaria, fiebre amarilla, dengue y filariasis
ocurren en los tropicos, debido a las condiciones climaticas y ambientales
favorables para el desarrollo de los vectores, en climas templados los insectos
hematofagos son también capaces de transmitir un niimero menor de enfermedades.
Ademas son causantes de molestias que los hacen ser considerados como plagas
domésticas. Las picaduras y mordeduras de estos insectos provocan efectos que van
desde leves molestias hasta severa comezon, que puede llegar hasta infecciones
secundarias en el caso de lesiones causadas por dafios en la piel. Si bien casos
extremos, como los que ocurren en Camerun, donde una persona puede sufrir hasta
trescientas picaduras en una noche (Andénimo 1992), son excepcionales, las
molestias que se registran en zonas con climas mas moderados han provocado la
implementacion de planes de control de mosquitos, tal como ocurre en Gran Bretafia
(Priest 1992), Islandia y Suecia (Landén er al. 1994), Alemania (Becker y Ludwig
1983), Estados Unidos (Lacey 1985), Brasil (Davidson 1992), Egipto (Abdel-
Hameed et al. 1990), China, Rusia y otros paises del ex-bloque soviético (Becker y
Margalit 1993). En Argentina sélo han sido intentados esporadicos planes de control
con bioinsecticidas.
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1.4.2. CONTROL MICROBIANO DE MOSQUITOS

Los insectos con un par de alas funcionales se ubican en el orden Diprera.
Dentro de este grupo se encuentran diversos "taxa" cuyos miembros pueden
alimentarse de modo intermitente de sangre de vertebrados, y que pueden dividirse
en dos grupos. El grupo mas "primitivo" comprende moscas cuyas hembras se
alimentan de sangre para proveerse de los nutrientes esenciales para el desarrollo de
los huevos. En este grupo se incluyen los mosquitos (Familia Culicidae), moscas
negras (Familia Simuliidac) y algunos miembros de la Familia Ceratopogonidac. El
grupo mas evolucionado de los dipteros incluye miembros que se alimentan de
sangre, entre los que se encuentra la mosca tse-tsé, donde tanto machos y hembras
se alimentan de sangre de vertebrados, la cual no es esencial para el desarrollo de
los huevos. Este grupo no se incluye en el presente tratamiento.

Las hembras del mosquito depositan sus huevos de modo individual (géneros
Aedes y Anopheles) o en balsas (Culex), en zonas humedas o inundables (4edes) o
sobre la superficie del agua (Culex y Anopheles). Las larvas eclosionan a partir de
los huevos cuando las condiciones son favorables, y se alimentan de particulas
diminutas tales como algas y detritos, las que son ingeridas por filtracion. Antes de
la pupacidn, las larvas pasan por cuatro estadios, que duran entre 7 y 10 dias; el
adulto emerge luego de 1 a 3 dias, su cuerpo se endurece, las alas se expanden y el
insecto es capaz de volar y aparearse (Machado-Allison 1980; 1981; 1982).

Como es evidente, para realizar el control de las poblaciones de estos
insectos, es necesario el uso de productos que afecten a los estadios de vida mas
sensibles, o sea las etapas larvarias. El control quimico no necesita ser realizado a
nivel de larvas, aunque esto es preferible.

El dicloro difenil tricloroetano (DDT) fue el primer insecticida
organoclorado usado como agente de control de pestes agricolas y sanitarias,
revolucionario por su efectividad y su amplio espectro insecticida. Sin embargo, su
persistencia en el ambiente, asi como su acumulacién en las grasas animales,
promovieron la prohibicion de ser usado. Los organofosforados (paratién, malatién)
son usados en el control de moscas y mosquitos, y, a pesar de su toxicidad hacia
humanos, son degradados en el ambiente con facilidad originando productos
inofensivos. Los carbamatos, en particular, son ttiles para mosquitos adultos, y los
piretroides sintéticos actuan tanto sobre larvas como sobre adultos. La principal
deficiencia de estos productos es la resistencia que los insectos adquieren hacia
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ellos, con una velocidad tal que ha provocado la inutilidad de muchos productos y la
consecuente necesidad de generacion de productos altemativos cada vez mas
potentes. Datos de toxicidad comparada entre Bacillus thuringiensis var. israclensis
y otros insecticidas usados en el control de mosquitos indican que Bacillus
thuringiensis var. israclensis es 2000 veces menos toxico que paration, 200 veces
menos toxico que malatiéon y 20 veces menos toxico que la aspirina (Anonimo
1987).

Los agentes microbianos de control no estan exentos de los problemas de
resistencia, y algunos reportes al respecto han sido publicados (McGaughey 1985;
McGaughey y Beeman 1988; Tabashnik er al. 1990). La resistencia aumenta al
aumentar la aplicacion de Bacillus thuringicnsis, pero en el momento actual su
presencia en poblaciones naturales es escasa o nula.

Otros beneficios del control microbiano son: 1) bajos costos de investigacion
y desarrollo (8% del estimado para un insecticida quimico - cuyo costo es de cerca
de 20 millones de dolares); ii) ensayos toxicoldgicos menos intensivos; iil) mayor
selectividad hacia los insectos blanco; iv) bajo riesgo toxico de aplicacion; v) bajo
impacto ambiental. Por el lado negativo, puede destacarse que el mercado de
bioinsecticidas es pequefio, la velocidad de muerte es baja y la duracién del control
(la persistencia del insecticida en el ambiente) es limitada. Aun asi, en los Estados
Unidos el mercado de control de mosquitos asciende a 4 millones de délares, dentro
de un mercado de 99 millones para productos basados en Bacillus thuringiensis.

1.5. PRODUCCION Y USO COMERCIAL DE BIOINSECTICIDAS A
BASE DE BACILLUS THURINGIENSIS

La elevada efectividad de este microorganismo se ve reflejada en el explosivo
crecimiento que ha mostrado la produccién de productos basados en Bacillus
thuringiensis. En la década de los afios 20 se llevo a cabo un proyecto internacional,
financiado por los Estados Unidos, para el control de Ostrinia en paises de Europa.
En 1938 se introduce en Francia el primer producto comercial (Sporéine). En la
década de los afios 50 se realizan grandes campaifias de control de plagas agricolas
en la entonces Unidon Soviética, Francia, Alemania y Checoslovaquia. En 1957 se
patenta el primer bioinsecticida en Estados Unidos (7huricide). Entre 1960 y 1963,
ocho patentes fueron otorgadas en los Estados Unidos de América para la



produccidon de insecticidas basados en Bacillus thuringiensis. En 1967, en Estados
Unidos, se comercializaban dos productos basados en Bacillus thuringicnsis y
Bacillus popilliae. Este tultimo debe ser producido sobre larvas muertas del
escarabajo, pues el bacilo es incapaz de esporular fuera del insecto hospedador
(hospedante). El de Bacillus thuringicnsis, sin embargo, es producido en procesos
fermentativos convencionales. Esto hace que estos microorganismos sean
clasificados en patogenos obligados (Bacillus popilliac) y patdgenos facultativos
(Bacillus thuringiensis). Mas cerca, a fines de la década del 70, el mercado
alcanzaba los 50 millones de dolares (menos del 1% del mercado mundial de
insecticidas). Datos de 1986 indican que 410 formulaciones de Bacillus
thuringiensis y 6 formulaciones de Bacillus lentimorbus y B. popilliae habian sido
aprobadas para su uso en los Estados Unidos de América. Es de destacar que, en
1990, el mercado de "insecticidas bioldgicos" en ese pais abarcaba 110 millones de
dolares, lo que representaba el 2.5% del mercado total de pesticidas. Se esperaba
que esta proporcion aumentara hasta alcanzar un mercado de 300 millones de
dolares en 1999 (Gelernter y Schwab 1993). De estos productos, los mas
importantes son, sin dudas, aquellos basados en Bacillus thuringicnsis, los que
representan el 90 % del mercado total de insecticidas biolégicos (2.3 millones de
kilogramos en 1987); segun estimaciones de 1991 las ventas de productos basados
en este microorganismo se habian duplicado desde 1987, y se pronosticaba un
aumento del 20 % por afio (Commandeur y Komen 1992). El uso de Bacillus
thuringiensis var. israclensis para el control de vectores abarcaba el 20% de las
ventas de insecticidas basados en Bacillus thuringicnsis, y se emplea, de modo
mayoritario, en Estados Unidos y Africa Occidental. En este ultimo caso se emplea
para el control de Simulium damnosum, vector del agente de la ceguera de rio u
oncocerquiasis. Desde el inicio del plan, el uso de productos basados en la variedad
israelensis pas6 de 8000 litros, en un pais, en 1981, a 700 000 litros, en once paises,
en 1989. El segundo uso mayoritario se dirige al control de Aedes y Culex,
mosquitos considerados plagas domésticas y sanitarias, en el valle del Alto Rin
(Alemania) y en algunas ciudades de los Estados Unidos.

1.5.1. DESTINO DE LOS ESPOROS Y CRISTALES LIBERADOS AL
AMBIENTE.

Es necesario asegurar que la introduccion de microorganismos al ambiente no
genere una alteracion en la poblacién normal. Para ello debe estudiarse cual es la



situacion normal de Bacillus thuringicnsis en el ecosistema. Dulmage y Aizawa
(1982) sugirieron que el habitat normal de Bacillus thuringiensis es el suelo, a pesar
de que sdlo en 1987 se desarrollo un método apto para seleccionar y aislar Bacillus
thuringiensis de muestras de suelo (Travers er al. 1987). Mas tarde Martin y Travers
(1989) realizaron una busqueda de Bacillus thuringiensis en muestras de suelo de
Africa, Asia, Europa, y Norte y Sud América. Los resultados indican que en casi
todas las muestras podian encontrarse cepas de Bacillus thuringiensis, y que muchas
de ellas, iguales a otras conocidas desde el punto de vista bioquimico, no
presentaban toxicidad como aquellas descritas con anterioridad. Otro hallazgo
notable fue que las muestras de suelo que presentaban insectos no mostraban un
mayor numero de Bacillus thuringiensis que otras, indicando que la interaccion
entre el bacilo y el insecto no es obligatoria. Asi, el rol normal de Bacillus
thuringicnsis en el ambiente permanece como un enigma. La ubicuidad de este
microorganismo en suelos hace que la hipdtesis de Dulmage y Aizawa sea valida,
pero la contradicciéon que permanece es que Bacillus thuringiensis no es toxico para
larvas de insecto que desarrollan en el suelo, pero si para larvas de insecto aéreas
y/o acuaticas. Es decir que el microorganismo produce una toxina activa contra
larvas que nunca estaran en contacto con clla, excepto de modo incidental. Es
evidente que la toxina debe cumplir alguna otra funcién en el ciclo de vida del
microbio que aun no ha sido clucidada.

Esta contradiccion fue resuelta, al menos en parte, por Smith y Couche
(1991), quienes propusieron que la infeccion de los insectos es un evento natural, y
que Bacillus thuringiensis esta presente en el filoplano, donde puede ser ingerido
por larvas que se alimentan de hojas, generando una especie de relacion simbidtica
o de comensalismo (con la planta proveyendo nutrientes a través de exudados
foliares, y el microorganismo actuando como regulador de la existencia de
fitofagos). Cualquiera sea el caso, la verdadera situacion de Bacillus thuringiensis
permanece bajo cierta oscuridad.

1.5.2. ROL EN EL AMBIENTE

Uno de los principales estimadores de riesgo en la liberacion de
microorganismos al medio es el modo en que aquellos interactiian con el ambiente y
con las otras poblaciones presentes.



El ciclo de Bacillus thuringicnsis consiste de dos etapas bien diferenciadas:
divisién celular vegetativa y esporulacion. El esporo presenta escasa o nula
actividad metabdlica, y es mas resistente a condiciones ambientales adversas (falta
de nutrientes, desecacion, etcétera). La germinacion, y la subsecuente divisidon
celular, ocurren como respuesta a cambios ambicntales, en general asociados a
aumentos en los niveles de nutrientes.

Bacillus thuringicensis persiste en el suelo bajo la forma esporulada, con
limitada multiplicacion de formas vegetativas (Petras y Cassida 1985), pero se
desconocen los roles de las células y de los esporos en la persistencia y en la
dispersion de Bacillus thuringicnsis en el ambiente.

Bacillus thuringicnsis puede ser aislado a partir de un gran numero de
fuentes: insectos, suelos, hojas, productos almacenados, entre otras, y puede
asumirse que es una bacteria indigena de algunos ambientes.

Si bien ha sido aislado de insectos, no se han descrito epizootias en
ambientes abiertos. Si se han descrito enzootias, es decir presencia constante pero
no en proporciones tales que se declare la infeccién en todos los individuos de la
poblacion. Uno de los casos de epizootias fue el que dio origen al descubrimiento dc
la variedad israclensis.

Los estudios dedicados a cstablecer como se ve afectado el namero de
esporos en suelo luego de la aplicacion permiten determinar que, luego de
veinticinco semanas, el recuento de esporos (como unidades formadoras de
colonias) disminuye cerca de un orden de magnitud. La toxicidad, sin embargo, cae
a 10 % de su valor inicial en 15 dias, y llega a ser menor que el 1 % en veinticinco
semanas. El recuento de células vegetativas cae un 90 % en 24 horas (West ef al.
1985). Para mejorar la persistencia, el producto debe contener protectores contra luz
ultravioleta (causante de inactivacion de los esporos) y compuestos que mejoren la
adherencia a las hojas. El caso de Bacillus thuringiensis var. israelensis es ain mas
desalentador: la alta toxicidad contra mosquitos se ve afectada por la escasa
persistencia en el ambiente acuatico. Las caracteristicas de alimentaciéon de las
larvas de mosquito hacen que las preparaciones deban presentar ciertas
caracteristicas de flotabilidad y reciclado. Esto se logra mediante el uso de
formulaciones de liberacién lenta u otras técnicas similares, acompafiadas por
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compuestos que sirven como filtros de luz ultravioleta (Lacey cr al. 1984; Lacey e
Inman 1985; Aly et al. 1987).

La aplicacion de Bacillus thuringicnsis a campo parece incrementarse a
medida que se imponen préacticas mas aceptables desde el punto de vista ecoldgico.
La historia de Bacillus thuringicnsis como agente de control tiene mas de 50 afios, y
la seguridad de su uso esta fuera de toda duda. Las cepas salvajes podrian ser
reemplazadas por organismos recombinantes o modificados mediante técnicas de
ingenieria genética, siempre que se establezcan las condiciones de seguridad.

1.5.3. FUNCION DE LA 3-ENDOTOXINA

Por ultimo debe mencionarse alguna hipétesis acerca de la "necesidad” que
tiene Bacillus thuringiensis de sintetizar la 8-endotoxina. Es evidente que el gasto
de energia y nutrientes que sufre el microorganismo para producir un cristal
proteinaceo, que alcanza casi el 30 % del peso de la célula, durante una etapa de
limitacion de nutrientes o de stress fisiologico elevado, debe conferirle alguna
ventaja selectiva. Ellar (citado en Meadows 1993) argumenta que el cristal, liberado
al medio junto con el esporo al ocurrir la lisis celular, es inactivo a pH no alcalino,
y, en apariencia, sin valor para ¢l esporo en esas condiciones. Al ser ingerido por la
larva, el elevado pH del tracto intestinal no permite la germinacién del esporo, pero
si la disolucion del cristal y su posterior activacion por proteasas. La toxina causa la
lisis de las células epiteliales del intestino de la larva, con el consecuente desbalance
osmotico y disminucion del pH. Asi el esporo (que permancce dentro del tracto
alimentario del insecto debido a la paralisis intestinal causada por la intoxicacion)
encuentra condiciones Optimas para la germinacion y posterior colonizacién. En el
mismo sentido, Aronson (1993) concluye que la razon de ser del gasto de recursos
de la célula debe ser permitirle a la célula acceder a un nicho ecoldgico tinico para
la propagacién, para aumentar las chances de intercambio genético o para el
establecimiento de una relacion de comensalismo en el filoplano, es decir la
supervivencia post-exponencial de Bacillus thuringicensis.



1.6 OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO

Ante este panorama, donde el conocimiento acerca de Bacillus thuringicnsis
parece ser completo, cabe preguntarse cuales son los puntos en los que se debe
profundizar para llegar a tener un conocimiento mas acabado. La produccion de
Bacillus thuringiensis, realizada tanto en el laboratorio como a nivel industrial
desde hace décadas, dista de estar optimizada. Variaciones en los medios de cultivo
hacen que la reproducibilidad sea dificil de alcanzar (Rowe y Margaritis 1987,
Dulmage et al. 1990; Priest 1992; Battacharya ¢ al. 1993). Asimismo, son
necesarios estudios nutricionales para complementar los estudios de desarrollo de
procesos. Por ultimo, el ensayo y la caracterizacion de nuevos sistemas de cultivo
son necesarios para permitir la optimizaciéon de los procesos de produccion de
Bacillus thuringiensis. Estos objetivos son los que se han planteado para realizar el
presente trabajo de Tesis.



Caracterizacion de un medio de cultivo
2 para Bacillus thuringiensis var. israelensis
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2.1. NUTRICION Y NUTRIENTES.

2.1.1. REQUERIMIENTOS DE CARBONO Y NITROGENO.

Los organismos heterotrofos obtienen el carbono que forma parte de las
estructuras celulares a partir de compuestos organicos. La sintesis de material
celular y las funciones celulares que deben ser cumplidas para mantener la
viabilidad celular (funciones de mantenimiento), exigen que alguno de los sustratos
presentes en el medio sea empleado como fuente de energia. Asimismo, los
requerimientos nutricionales de un organismo pueden variar de modo cualitativo o
cuantitativo, segun las condiciones (temperatura, pH, osmolanidad, etcétera) en las
que el microorganismo esta siendo cultivado (Aiba cr al. 1973; Bailey y Ollis 1986).

La célula requiere, asimismo, algun aceptor de los electrones originados por
el metabolismo; el oxigeno es uno de los aceptores de electrones mas comunes cn el
metabolismo energético, y, en su ausencia, algunas bactcrias son capaces de
emplear algunos iones (sulfato, nitrato) como aceptores finales de electroncs.

Ademas de los nutrientes necesarios para crecimiento y para energia, hay
otros que deben ser considerados cuando se intenta el cultivo de un
microorganismo. Los elementos que estan en mayor proporcidn en la célula (C, H,
O, N) deben estar acompaiiados por otros minoritarios (P, S, K, Mg), por elementos
"traza" y por vitaminas, hormonas y otros factores.

Suele definirse como "factor de crecimiento” a aquellos compuestos
organicos esenciales que se incorporan enteros a la estructura celular, tal como es el
caso de algunos aminoacidos. Esta definicidn excluye a compuestos que son
catabolizados, como por ejemplo las fuentes de carbono y energia.

Es posible obtener todos los nutrientes necesarios para un cultivo microbiano
si se usan medios de cultivo compuestos por extractos o hidrolizados de tejidos
vegetales y/o animales (extractos de macerados de maiz, harinas vegetales y/o
animales, hidrolizados pépticos, sueros, entre otros productos). Estos medios son
ricos en todos los nutrientes necesarios para el desarrollo de un microorganismo,



pero presentan la desventaja de poseer una composicion no definida y variable; se
denominan "medios complejos”.

2.1.2. MEDIOS DEFINIDOS.

Para poder estudiar ciertas caracteristicas de los microorganismos suelen
necesitarse medios de composicion quimica definida o "sintéticos”, en los que es
posible conocer con certeza la composicion. En general (Pirt 1975), se define un
medio minimo como aquel que contiene solo los nutrientes esenciales para el
crecimiento de un microorganismo, y un medio rico como aquel en el cual los
nutrientes esenciales se suplementan con otros que actian como fuentes alternativas
de los elementos, bajo la forma de aminoacidos, vitaminas y/o precursores de
aminoacidos u otros intermediarios de la sintesis celular.

2.1.3. MACRONUTRIENTES.

Los ocho macronutrientes (C, H, N, O, S, P, Mg, K) son requeridos en
concentraciones elevadas (Tabla 2.1). Estos elementos son constituycntes del
material organico (protcinas, acidos nucleicos, coenzimas, ctcétera). Los cuatro
primeros constituyen entre el 90 y el 95 % del peso seco de la célula (Dunn 1985).

El carbono esta en una proporcién cercana al 50 % del peso seco de una
bacteria, y todos los componentes carbonados sintetizados por una célula son
biodegradables. Dentro de los compuestos carbonados, los carbohidratos, y en
particular la glucosa, son de eleccion como fuentes de carbono y energia.

El nitrégeno comprende entre el 10 y el 12 % del peso seco de una bacteria,
y los requerimientos de este macronutriente pueden ser satisfechos por un vasto
conjunto de compuestos nitrogenados organicos e inorganicos. Casi todos los
microorganismos pueden emplear amonio como fuente de nitrégeno, reflejando el
rol central del NHj en el metabolismo de aquel elemento. Ademas, en ausencia de
oxigeno, algunas bacterias pueden emplear nitrato como ultimo aceptor de
electrones de la cadena respiratoria.
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Tabla 2.1. Macronutricntes: Funcion fisioldgica v concentraciones en los

medios dc cultivo.

.. . . - .. %
Elemento Funcion fisiologica Concentracion

C Constituycntc del material cclular. >10-2
Fucntc de cnergia

N Constituycnte dc protcinas. dcidos 10-3

nuclcicos y cocnzimas

Matcrial cclular, agua -

Matcrial cclular, agua. respiracion -

Protcinas v cocnzimas 104

Acidos nuclcicos, fosfolipidos. 104 -10-3

T »» O T

nucleotidos

K Principal  cation  inorgdnico. 10-4-10-3
Cofactor

‘Mg Cofactor. Presentc  cn  parcd 104 -10-3

cclular y membranas.

*mol I-1.

En muchos casos los aminoacidos son fuentes de nitrogeno adecuadas y
relevan a la célula de ciertas actividades biosintéticas, incrementando asi el
rendimiento celular. Existe un gran numero de otros compuestos nitrogenados
(polipéptidos, proteinas) que pueden ser utilizados por los microorganismos,
siempre que estos sean capaces de degradarlos para originar unidades mas
pequeilias, tales como aminoacidos y amonio.

El hidrégeno y el oxigeno estan presentes en todos los compuestos organicos
que existen en la célula. Estos dos elementos provienen, en general, de las fuentes
de carbono, excepto cuando el crecimiento se realiza a expensas de sustratos muy
reducidos (tales como hidrocarburos). En el metabolismo aerébico, el oxigeno es
empleado como aceptor final de electrones. Debido a su baja solubilidad en medio
acuoso, este gas debe ser suministrado a los medios bajo la forma molecular de
forma ininterrumpida.
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Las fuentes habituales de fosforo son los fosfatos. En general estas sales son
empleadas como buffers, por lo que, en los medios de cultivo, suelen estar presentes
en exceso. Los requerimientos de azufre suelen cubrirse mediante el agregado de
sulfatos. El sulfato de amonio es empleado como fuente de nitrégeno y de sulfato en
la mayoria de los medios de cultivo.

El potasio es el principal cation inorganico de la célula. Ademas de ser
requerido como cofactor de enzimas, presenta un papel crucial en la sintesis de
proteinas, en el metabolismo de carbohidratos y en procesos de transporte a través
de membranas. El magnesio, importante cofactor de enzimas, esta presente también
en la pared celular y en membranas, y es requerido para la actividad ribosémica.

2.1.4. FACTORES DE CRECIMIENTO.

Algunos microorganismos son incapaces de sintetizar todos los componentes
celulares a partir de compuestos mas sencillos, por lo que se impone el suministro
externo de ciertas moléculas organicas preformadas, conocidas con el nombre de
"factores de crecimiento". Estos compuestos estimulan el crecimiento de todos los
microorganismos, y algunos de ellos tienen un requerimiento absoluto.

Las vitaminas son componentes (o precursores) de coenzimas O grupos
prostéticos. Las vitaminas requeridas por la mayoria de los microorganismos suelen
ser acido p-aminobenzoico, tiamina (vitamina B1), nboflavina (B2), acido
nicotinico (B3), acido pantoténico (B5), piridoxina (B6) cianocobalamina (B12),
biotina, acido folico, acido lipoico, inositol, vitamina K, acido mevaldnico y
hemina, todas ellas en concentraciones que van entre 10712 y 10 mol J1.

Aunque, como se dijo antes, pueden emplearse como fuentes de carbono y
energia, los aminoacidos son, en general, componentes estructurales, y sus
requerimientos se satisfacen con concentraciones que se encuentran en el orden de
10-6 a 10-3 mol.I1.

Algunos microorganismos suelen tener requerimientos hacia otro tipo de
factores, tales como acidos grasos (acido oleico) o precursores de la sintesis de los
mismos (EDTA).
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2.2. EL CASO DE BACILLUS.

Los miembros del género Bacillus pueden, en general, ser cultivados en
medios sintéticos (Demain 1958; Singer et al. 1966; Dawes y Thornley 1970; Singh
1971). Como es logico, los medios empleados en estudios nutricionales o
metabdlicos son muy distintos a aquellos usados en desarrollo de procesos y en
produccién. Estos tltimos deben ser econdémicos y los microorganismos suelen
presentar en ellos un crecimiento mas profuso (debido a que, como se dijo antes, los
rendimientos son mayores en medios complejos). Los medios industriales se basan
en el uso de materiales naturales, conservando un adecuado balance de
carbohidratos, compuestos nitrogenados y sales minerales (Priest y Sharpe 1989).
Pero cuando se intenta cultivar un microorganismo con el fin de realizar estudios
acerca de su fisiologia, es necesario contar con medios sencillos, que no enmascaren
limitaciones, o que no contengan inhibidores o estimulantes del crecimiento (Pirt
1975).

El conocimiento del rol de las fuentes de carbono y nitréogeno sobre el
crecimiento de Bacillus megaterium fue estudiado por Singh (1971), encontrando
que variaciones en las relaciones de concentracion de fuentes de carbono y de
nitrogeno provocan variaciones cn los recuentos de esporos y de cc¢lulas viables
alcanzados.

También existen casos de microorganismos, patogenos para ciertos insectos,
que son muy fastidiosos en su crecimiento. El caso paradigmatico podria ser el de
Bacillus larvae, patdgeno para larvas de abejas, que requiere extractos de polen o de
larvas de abeja para su crecimiento.

2.2.1. BACILLUS THURINGIENSIS.

El uso de medios definidos para cultivar Bacillus thuringiensis fue intentado
por Singer et al. (1966), quienes estudiaron medios definidos para tres bacilos
patogenos para insectos, capaces de crecer como saprofitos en medios complejos:
Bacillus popilliae (patégeno para Popillia japonica, plaga agricola causante de
importantes dafios), Bacillus sphacricus (iinico patdgeno para mosquitos conocido
en aquel momento) y Bacillus thuringiensis.
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Bacillus popilliac crece en medios sintéticos pero con requerimiento estricto
de vitaminas. Aun asi el crecimiento es pobre comparado con el observado en
medios con extracto de levadura. El caso de Bacillus sphacricus difiere del anterior,
debido a la incapacidad del microorganismo para utilizar azicares, polisacaridos y
otros carbohidratos como fuentes de carbono. Sin embargo, Bacillus sphaericus es
capaz de emplear acetato, piruvato o intermediarios del ciclo de Krebs, cuando son
suplementados con aminodcidos. Inclusive los aminoacidos arginina, prolina y
glutamina pueden ser usados como unica fuente de carbono y nitrégeno.

Bacillus thuringicnsis muestra un comportamiento distinto: cuando es
cultivado en medios con glucosa sin el agregado de fuentes de nitrogeno complejas,
el crecimiento se observa a tiempos de cultivo mayores de 96 horas. Este retraso
puede reducirse con el agregado de hidrolizado de caseina o de una mezcla de
aminodcidos. Sin embargo, la esporulacidon es pobre. No se obtiene un medio de
cultivo sintético satisfactorio.

Trabajos posteriores (Singer y Rogoff 1968) demuestran que, en medios
sintéticos, el crecimiento de Bacillus thuringicnsis es inhibido por algunos
aminoacidos, en especial los del grupo de la valina. Estos resultados se
complementan con los de Rajalakshmi y Shethna (1977, 1980), quienes estudiaron
el efecto de cisteina y cistina, entre otros aminoacidos. Los medios con glucosa y
sales fueron suplementados con diversos aminoacidos y vitaminas. Leucina,
isoleucina, serina, lisina, histidina, tirosina, treonina y valina no promueven el
desarrollo de Bacillus thuringiensis var. galleriae, mientras que si lo hacen
glutamina, glicina, prolina y metionina, aunque con fases de retardo de mas de 80
horas de duracion. Con estos ultimos puede observarse esporulacion. Cisteina
también soporta crecimiento, con una fase de retardo de menor duracioén (10 horas).
Sin embargo, concentraciones de cistina mayores que 0.15 % suprimen la formacién
del cristal, y concentraciones mayores que 0.25 % suprimen tanto la esporulacién
como la formacion del cristal.

Nickerson y Bulla (1974) analizaron la fisiologia de 18 cepas de Bacillus
thuringiensis, y los requerimientos nutricionales minimos para crecimiento,
esporulacion y formacién del cristal. Bacillus thuringiensis no crece en medios con
glucosa y sales. Sin embargo, todas las cepas ensayadas crecen y esporulan cuando
el medio se suplementa con acido glutdmico, acido aspartico o acido citrico (o sus
sales) en concentraciones de alrededor de 2 g.I-!, mayores que las requeridas para
suplir requerimientos auxotréficos de aminoacidos. Los bacilos esporulados
requieren grandes concentraciones de glutamato (Bacillus cercus crece en un medio
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definido con 1.84 g.I"! de glutamato, pero requiere cerca de 10 g.I-! para esporular).
También requieren la presencia de aspartato o alanina y sulfato de amonio (Nakata
1964; Buono cf al. 1966).

Otra observacion de Nickerson y Bulla (1974) fue que ninguna de estas cepas
era capaz de crecer en fumarato, succinato u oxalacetato. Tampoco hubo
crecimiento si las concentraciones de aspartato, glutamato o citrato eran menores
que 0.4 mM; en estos casos se encontraron células deformadas y esporulacion
aberrante.

Citrato es capaz de promover crecimiento en concentraciones menores que
los aminoacidos, y pareciera ser el componente esencial para el crecimiento.
Aspartato y glutamato permitirian el crecimiento por poder ser convertidos en
citrato, lo cual no ocurriria en el caso de, por ejemplo, succinato. En su informe,
Nickerson y Bulla distinguen entre esporos estables y esporos que no son capaces
de germinar rapido y que sufren lisis prematura. Asimismo, indican que no es
posible obtener esporos estables con estos medios, y que debe emplearse
casaminoacidos (un hidrolizado &cido de caseina, donde todo el nitrégeno se
encuentra en aminoacidos u otros compuestos nitrogenados sencillos) para
promover la rapida germinacién de los esporos.

Este trabajo de Nickerson y Bulla presenta una gran desventaja: los
resultados referidos a crecimiento son informados de modo cualitativo, por lo que es
muy dificil una comparacién con otros resultados. El factor subjetivo de las
determinaciones (“growth +” o “growth ++”) no permite una discusion bien
fundamentada.

Trabajos posteriores (Nickerson y Bulla 1975) relacionados con el
metabolismo de lipidos en Bacillus thuringicnsis permitieron sugerir que, para
crecer en medios definidos, este microorganismo requiere un estimulador de la
sintesis de acidos grasos, tal como EDTA, citratos, etcétera. Estos trabajos fueron
los ultimos publicados en relacidon con cultivos de Bacillus thuringiensis en medios
sintéticos.

En base a estos antecedentes bibliograficos, y consciente de las desventajas
que presentan los medios complejos para estudios de cultivos de microorganismos,
se intento el reemplazo (total o parcial) de la fuente de nitrégeno compleja (extracto
de levadura) por alguna fuente de nitrdgeno simple (aminoécidos).



2.3. MATERIALES Y METODOS

2.3.1. MICROORGANISMO. EIl microorganismo empleado en este estudio
fue la cepa 1882 de Bacillus thuringiensis var. israclensis, serotipo H-14, cuyo
origen es la coleccion de /'Institut Pasteur, Paris, Francia. El microorganismo es
mantenido en forma esporulada en agar nutritivo, bajo vaselina, a 4 °C. Los
subcultivos se preparan en agar nutritivo inclinado, sembrando con ansa sobre la
superficie e incubando durante 96 h a 30 °C, con el fin de asegurar esporulacion
total. Los tubos se conservan refrigerados (4 °C) hasta su empleo.

2.3.2. INOCULOS. Los inbculos se prepararon resuspendiendo, con agua
destilada estéril, el desarrollo de los tubos de agar, y sembrando 2 ml de la
suspension en frascos erlenméyer, de un litro de capacidad, conteniendo 100 ml de
medio de cultivo estéril. Para asegurar la total ausencia de células vegetativas en los
medios, las suspensiones de esporos fueron sometidas a un tratamiento térmico
(incubacion a 60 °C durante 20 minutos) con el fin de eliminar todas las formas
vegetativas que pudieran estar presentes. La suspension tratada fue centrifugada
(10000 rpm, 10 min), y el paquete celular fue lavado tres veces con agua destilada
estéril, con el fin de eliminar la totalidad de los restos celulares y cualquicr otro
material soluble que pudiera haber permanecido y cuya presencia podria enmascarar
los resultados.

2.3.3. MEDIO DE CULTIVO. EIl medio basal empleado tuvo la siguiente
composicion (g.1-1): MgSO4-7H,0, 0.5; MnSO4-H,0, 0.05; CaCly-7H,0, 0.08;
ZnSO4-7H20, 0.005; CUSO4'5H20, 0.005; FGSO4'7H20, 0.0005; KPO4H2, 1.5;
K,HPOy4, 1.5. El pH fue ajustado a 6.8 luego de la esterilizacién. Este medio fue
suplementado con diversas fuentes de carbono y nitrégeno, asi como con factores de
crecimiento, sales y micronutrientes, tal como se describe en la seccion Resultados
y Discusion. La esterilizacion de los medios (121 °C, durante 15 min) fue realizada
con los componentes del medio por separado, para evitar interacciones no deseadas.
Las vitaminas fueron esterilizadas por filtracion a través de membranas de 0.22 pm
de diametro de poro. El medio testigo (GYS) estuvo compuesto por (g.1-1): glucosa,
7, extracto de levadura, 1; (NH4),SO4, 1; KPO4H,;, 1.5; K,;HPO4, 1.5;
MgS0O4-7H,0, 0.5; MnSO4-H;0, 0.05; CaCl,-7H,0, 0.08.

2.3.4. CONDICIONES DE CULTIVO. Los erlenméyeres fueron incubados
en agitadores rotatorios climatizados, a 30 °C, y con una velocidad de agitacion de
200 revoluciones por minuto.



2.3.5. DETERMINACIONES ANALITICAS.

2.3.5.1. BIOMASA. El crecimiento del microorganismo fue seguido por los
siguientes parametros:

o Determinacién de la densidad optica de los cultivos a 625 nm.

o  Recuentos en camara de Petroff-Hauser.

o  Determinacién del peso seco: un volumen conocido de muestra se centrifuga a
10000 rpm, durante 15 min. El paquete celular se lava dos veces con agua
destilada para eliminar componentes solubles y se centrifuga. El paquete
celular final se resuspende y se lleva a estufa a 105 °C, en recipiente tarado,
hasta peso constante.

2.3.5.2. RECUENTO DE ESPOROS. El recuento de esporos fue realizado
por diluciones seriadas en placas de agar nutritivo. Debido a la movilidad de los
bacilos, es necesario realizar una siembra en profundidad para evitar la
diseminacion de las colonias sobre la superficie dcl agar. Diluciones 1:10 de las
muestras de cultivo se inactivan por tratamiento térmico (20 min a 60 °C) para
eliminar las formas vegetativas. Esta muestra inactivada se somete a ultrasonido
para romper los agregados que puedan haberse formado entre los esporos y los
cristales. Las diluciones se realizan en solucidn fisiologica estéril, y se siembra 1 ml
de la dilucion apropiada en el centro de una placa de Petri estéril. Sobre la muestra
se vierten 10 - 12 ml de agar nutritivo estéril fundido (T = 60 °C) y se imprime a la
caja un movimiento circular (20 giros en sentido horario y 20 giros en sentido
antihorario), con el fin de obtener una buena distribucién de los esporos en el agar.
Se incuba a 30 °C durante 24 h, y se determina el namero de colonias aparecidas.

2.3.5.3. GLUCOSA. La determinacion de la concentracién de glucosa fue
realizada mediante la reacciéon con el acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), segun la
técnica descrita por Miller (1959).

2.3.5.4. NITROGENO TOTAL. La determinacion del nitrégeno total en las
muestras fue realizada mediante el método de Kjeldahl. Las muestras liquidas
(sobrenadantes de cultivo o muestras enteras) se llevan a sequedad, previa
acidificacion con H,SO4 (2 M). El residuo seco se digiere con H,SO4 concentrado
en presencia de un catalizador (HgO). El NH; formado se cuantifica por titulacion,
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usando, en este caso, un analizador automatico de nitrégeno (Tecator Kjeltec Auto
1030).

2.3.5.5. DETERMINACION DE AMONIO. La concentracién de amonio en
el medio de cultivo fue determinada por la reaccion de formaciéon de azul de
indofenol, que es proporcional a la concentracion de amonio presente en el medio.
La absorbancia de la mezcla de reaccion se lee en espectrofotometro a 540 nm.

2.3.5.6. O-ENDOTOXINA. La concentracion de &-endotoxina fue
determinada por solubilizacion selectiva de los cristales obtenidos al final de cada
cultivo, cuando la lisis ha sido completada. Un volumen conocido de cultivo se
centrifuga a 10000 rpm durante 15 min. El paquete celular se lava con una solucion
NaCl 1M - Tritén X-100 (0.002%), para eliminar las proteasas adsorbidas al cristal.
Se centrifuga y se enjuaga tres veces con agua destilada para eliminar sales solubles.
El paquete celular se resuspende en NaOH 0.1 M, y se incuba 1 h a 37 °C,
controlando, por observacion microscopica, la total ausencia de cristales. Se
centrifuga (15000 rpm, 15 min), y se determina la concentracién de proteinas cn el
sobrenadante, segun el método de Lowry ¢/ al. (1951).
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2.4. RESULTADOS Y DISCUSION.

2.4.1. FUENTES DE NITROGENO, FACTORES DE CRECIMIENTO Y
OTROS NUTRIENTES.

Tal como fuera mencionado en la introducciéon al capitulo, los datos
informados en la literatura acerca del cultivo de Bacillus thuringiensis en medios
sintéticos son escasos. El trabajo antecedente mas exhaustivo es el de Nickerson y
Bulla (1974) en el cual se informan resultados obtenidos con dieciocho cepas
distintas de Bacillus thuringiensis, entre las cuales no se encuentra la variedad
israclensis debido a no haber sido descrita hasta ese momento. Si bien desde el
punto de vista microbioldgico no hay grandes diferencias entre las distintas
variedades de Bacillus thuringiensis (Smith 1982), cuando la variedad israclensis es
cultivada en medios de distinta composicion, es posible cncontrar diferencias tanto
en los rendimientos celulares como en la composicion de la d-endotoxina, (Smith
1982; Faloci et al. 1990).

Los ensayos realizados tuvieron como base ¢l medio descrito por Nickerson y
Bulla (1974), por haber demostrado ser un medio de cultivo adecuado para el
crecimiento de otras variedades de Bacillus thuringiensis. Una serie de
experimentos exploratorios permitié determinar que es necesario someter a los
esporos empleados como indculo a un proceso de lavado, con el fin de eliminar los
restos de medio de cultivo que pudieran ser acarreados al transferir el material desde
- el medio sélido al medio liquido. Por lo tanto, salvo aclaracién en contrario, en
* todos los experimentos que se discuten se empleé esta estrategia de siembra.

La primera serie de ensayos se realizd sembrando esporos en medios donde
el extracto de levadura fue reemplazado por glutamato y amonio, o por citrato y
amonio (Tabla 2.2).

Los resultados obtenidos (Tabla 2.3) indican que el crecimiento observado
fue escaso o nulo; en los medios con glucosa, glutamato y amonio (M1), y con
glucosa, citrato y amonio (M2) se observd algun desarrollo luego de 72 horas de
incubacion. En el medio GYS el desarrollo es completo luego de 48 horas de
cultivo. Estos resultados indican que el extracto de levadura aporta no solo
compuestos utilizables como fuente de nitrégeno sino también algunos factores
(vitaminas, micronutrientes) esenciales para el crecimiento de Bacillus thuringicensis
var. israclensis.



Tabla 2.2. Composicion de los mcdios

fucntes de nitrégeno sencillas.

cmplcados ¢n ¢l cnsavo dec cmpleo de

Mcdio Glucosa Glutamato* Citrato*  (NH,;),SO4 EL
A (CRR)) (g1 gl g
1 3.50 3.95 - 0.20 -
2 3.50 3.95 - -- -
3 3.50 -- 4.10 0.20 -
4 7.00 -- - 0.20 -
5 - 7.90 - - -
6 - 7.90 - 0.20 -
7 - 3.95 4.10 - --
8 - -- 8.20 0.20 -
GYS 7.00 -- -- 1.00 1.0

*Salcs sodicas.
El resto de los componcntes dec los medios sc detalla en Materiales y Métodos. Scccion

2.3.3.

Tabla 2.3. Rcsultados dc los cnsayos dc recemplazo de fuentes de

nitrogeno complejas. cmplcando los Mcdios descritos cn Tabla 2.2.

Mcdio Dcnsidad optica (625 nm)
0h 48 h 72h 120 h
] 0.10 0.88 1.26 2.40*
2 0.11 0.43 067 094
3 0.10 0.20 0.34 1.12
4 0.09 0.09 0.09 0.09
5 0.09 0.19 0.28 0.28
6 0.11 0.23 042 048
7 0.10 0.39 0.63 0.96
8 0.09 0.13 0.30 1.02
GYS 0.10 6.70 650 590

*Sc observan cadenas de bacilos csporulados, sin

cristalcs.




Si estos resultados se comparan con los resultados obtenidos en medios
complejos se observa que las diferencias en las concentraciones de biomasa
obtenidas son muy marcadas; en cl medio testigo (GYS) la concentracion de
biomasa maxima es cercana a 3.5 g.1-!, y la concentracion final es de alrededor de
1.5 g.I'! (que corresponde a una densidad optica de alrededor de 7 unidades). Igual
situacién indican Demain (1958), Nickerson y Bulla (1974) y Rajalakshmi y
Shethna (1977; 1980). Estos autores resuelven el problema suplementando los
medios con vitaminas, precursores y micronutrientes, que, en medios complejos, son
aportadas por, entre otros componentes, extracto de levadura, peptonas, harinas e
hidrolizados varios (Bridson y Brecker 1970). Por lo tanto, la siguiente serie de
ensayos fue realizada para determinar la posibilidad del reemplazo de extracto de
levadura por una fuente de nitrégeno sencilla suplementada con vitaminas y sales.
Se establecid un tiempo de cultivo maximo de 48 horas.

Dado que la composicion del cxtracto de levadura cs, dentro de ciertos
limites, conocida, es posible pensar que un reemplazo de esta fuente compleja por
soluciones de vitaminas, micronutrientes y sales permitira obtener un medio simple
y definido (Pirt 1975). Es decir que los resultados de los ensayos con los medios
con glutamato y citrato podrian rcvertirse mediante cl agregado de las vitaminas y
micronutrientes presentes en el extracto de levadura.

Las concentraciones empleadas en estos ensayos fueron equivalentes a las
que estan presentes en cl medio testigo, con 1 g.1-! de extracto de levadura (Tabla
2.4), que es utilizado como testigo. Los Medios MS y MSV fueron suplementados
con glutamato (1.5 g.1-).

‘Los resultados obtenidos; que se presentan cn la Tabla 2.5, permiten ver que
en ninguno de los medios ensayados hubo desarrollo apreciable. Esto indica con
claridad que no es posible reemplazar el extracto de levadura por las soluciones
ensayadas (aminodcidos o aminoacidos / sales / vitaminas).



Tabla 2.4. Composicion dc los mcdios dc cultivo cmplcados cn los
experimentos de recmplazo de extracto de levadura por micronutricntes, sales v
vitaminas.

Componente Testigo MS MSV
(e1') (eI (g1
Glucosa 7.00 7.00 7.00
Extracto dc lcvadura 1.00 - -
(NH,4),SO,4 1.00 1.00 1.00
Glutamato - 1.50 1.50
CaCl, 2H,0 0.08 0.08 0.08
MnSO,4.H,0 0.05 0.05 0.05
KH,PO, 1.50 1.50 1.50
K>HPO,4 1.50 1.50 1.50
FCSO4'7H70 - 0.01 0.01
CuSO,4 5H,0 -- 0.0075 0.0075
ZnS0,47H,0 -- 0.05 0.05
BO;H; -- 0.05 0.05
MoOy4Na,2H,0 - 0.005 0.005
EDTA -- 0.15 0.15
Vitaminas -- - *

*MSV conticne vitaminas en las sipuicnles concentraciones (pp.l™'):
tiamina, 30, riboflavina, 85; acido nicotinico, 78(); écido pantoténico, 60,
piridoxina, 30; é&cido folico, 7.5; inositol, 1350, biotina, 0.75. La

concentracion de EDTA es la recomendada por Nickerson vy Bulla (1975).




Tabla 2.5. Resultados obtcnidos en los medios descritos en Tabla
24.

Medio Dcnsidad optica (625 nm)
Oh 12 h 24 h 48 h
Testigo 0.08 1.90 4.40 6.60
MS 0.06 0.08 0.14 0.14
MSV 0.07 0.12 0.12 0.13

Pero podria ocurrir que los factores fueran requeridos para la germinacion de
los esporos y no para el crecimiento de células vegetativas. Por lo tanto sc realizo un
ensayo donde el indculo fue preparado con suspensioncs de células vegetativas.
Estas fueron obtenidas mediante la inoculaciéon de suspensiones de esporos en
medios complejos; cuando, por observacion microscopica, se detectaron ccélulas
vegetativas en fase exponencial de crecimiento (alrededor de 5 horas de cultivo), se
realizd la cosecha.! El medio se centrifuga, y el paquete celular se lava tres veces
con agua destilada estéril. Por ultimo, cl paquete celular, resuspendido en agua
destilada estéril, se emplea para inocular los medios a ensayar. Estos tuvieron la
composicidn que se presenta en Tabla 2.6.

IEn csta fasc de crecimicnto las células son moviles y no presentan precsporos ni granulos de
matcrial de rescrva, los cuales sc ven opacos y oscuros al microscopio dc contrascte de fasc.



Tabla 2.6. Mcdios cmplcados cn los cnsavos de requerimicntos nutricionales
dc células vegetativas.

Mcdio Glucosa EL. Glutamato* (NH,),SO4
(eIh (el (g1 (g.1')

1 7.0 1.0 1.6 0.47
2 7.0 -- -- 1.88
3 7.0 -- 25 0.47
4 7.0 30 -- 0.47

La concentracion de N total cn los medios fuc dec 0.3 g.l‘l.
*Sal sodica.

Debe observarse (Tabla 2.7) que en los medios 1 y 4 (ambos con extracto de
levadura) el desarrollo fue rapido, llegando a obtenerse crecimiento maximo a
tiempos cercanos a las 24 horas de cultivo. El reemplazo parcial de extracto de
levadura por glutamato no afecta de modo significativo la concentracion de biomasa
alcanzada, aunque ésta c¢s mayor en medios con mayor concentracion de extracto de
levadura. Este fenémeno podria deberse al consumo de restos carbonados presentes
en el extracto de levadura.

Tabla 2.7. Resultados dc los cnsayos dc cultivos de células vegctativas.

Mcdio Dcnsidad optica (625 nm) PS
Oh 2h 4h 6h 8 h 10 h 24 h 48 h

1 0.12 1.40 2.00 2.55 3.90 4.60 6.40 825 1.05
2 0.15 0.16 0.17 0.25 0.25 0.35 0.53 0.55 0.24
3 0.12 0.14 0.20 0.20 0.20 0.27 0.74 2.10 0.40
4 0.15 0.90 3.55 4.00 4.60 5.30 7.90 9.80 1.45

PS: peso scco (g.17!) a 48 horas de cultivo




Otra vez los medios donde el extracto de levadura fue reemplazado por
glutamato y sulfato de amonio no promovieron desarrollo apreciable (Tabla 2.7),
con lo que se puede afirmar que el requerimiento de este componente es tanto para
la germinacidn de esporos como para el desarrollo de células vegetativas. Todos los
experimentos hasta aqui detallados indican la imposibilidad del reemplazo de la
fuente de nitrégeno compleja por aminoacidos, solos o0 en combinacion con sales y
vitaminas. Por otro lado, la presencia de extracto de levadura en los medios hace
innecesario el agregado de sales y vitaminas a los medios.

2.42. INFLUENCIA DE LA RELACION ENTRE LA FUENTE DE
CARBONO Y LA FUENTE DE NITROGENO.

Es conocida la importancia de la relacion entre el carbono y el nitrgeno en
el crecimiento de distintos microorganismos (Roos ¢f al. 1985), como asi también el
efecto de la relacidn entre las fuentes de nitrogeno organico e inorganico (Welsh ¢t
al. 1987). Para que el medio de cultivo tenga una composicion tal que sea glucosa el
sustrato limitante del crecimiento, se realizaron ensayos donde se intentd encontrar
una relacion carbono : nitrégeno adecuada. Debido a que el medio contiene glucosa
(fuente de carbono), extracto de levadura (fuente de nitrégeno organica) y sulfato de
amonio (fuente de nitrogeno inorganica), se realizo el estudio de los efectos de la
variacion en la relacidn entre los dos tipos de fuente de nitrégeno.

Los experimentos fucron disefiados variando la relacion carbono/nitrégeno,
mediante el empleo de distintas concentraciones de las fuentes de nitrégeno y de
carbono segun se observa en las Tablas 2.8a y 2.8b. En ellos se ensayaron medios
de cultivo donde la concentracion de uno de los componentes se mantuvo constante,
estudiando el efecto de la variacion de la concentracién del otro componente en
estudio. La fuente de carbono estudiada fue glucosa, y la de nitrogeno fue extracto
de levadura, suplementada o no con sulfato de amonio, segun se describe en las
Tablas. El resto de los componentes (fosfatos, sales) se aumentdé de modo
proporcional al aumento de los componentes en estudio. Los cultivos fueron
evaluados segiin el maximo peso seco alcanzado, la proteina tdxica obtenida y la
glucosa consumida.
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Tabla 2.8. Concentracioncs de fucnte de carbono (glucosa) v de nitrogeno (cxtracto de
lcvadura) cmpleadas cn los cnsayos de estudio de la influcncia dc las rclaciones C:N. Sc
indican los valores de Peso scco maximo alcanzado v los rendimicntos dc protcina toxica v dc

biomasa cn basc a glucosa consumida.

C:N glucosa EL Niatal PS,.ix ) . Y, . )
0.95 19 8.0 0.8 28 0.19 0.166 1.14
1.26 1.9 6.1 0.61 24 0.20 0.113 1.77
1.30 3.6 111 1.11 32 0.22 0.150 1.46
1.73 36 8.3 0.83 2.7 0.19 0.099 1.92
1.90 1.9 4.0 0.40 1.9 0.18 0.090 2.00
2.60 36 S5 0.55 2.6 0.17 0.127 1.34
2.75 5.5 8.0 0.80 39 0.22 0.067 3.30
3.55 7.1 8.0 0.80 38 0.18 0.060 3.00
3.67 5.5 6.0 0.60 32 0.18 0.065 2.77
3.80 1.9 2.0 0.20 1.5 0.33 0.140 2.36
4.55 9.9 8.7 0.87 4.0 0.19 0.062 3.06
470 7.1 6.0 0.60 35 0.18 0.066 2.73
5.20 3.6 2.8 0.28 23 0.23 0.068 3.38
5.50 55 4.0 0.40 32 0.20 0.060 3.30
6.10 9.9 6.5 0.65 4.5 0.21 0.052 4.04
7.10 7.1 40 0.40 3.6 0.22 0.055 4.00
9.10 9.9 44 0.44 3.6 0.19 0.043 4.42
11.00 5.5 2.0 0.20 2.2 0.19 0.050 3.80
14.20 7.1 2.0 0.20 23 0.17 0.049 3.47
18.20 9.9 2.0 0.20 2.2 0.15 0.100 1.50

C:N: rclacién carbono:nitrégeno (g.g'!). EL: cxtracto dc levadura (gl Niotal:
nitrogeno total (g.11); PS,.: peso seco maximo (g.I'); Y, »x: relacion entre producto y
biomasa obtcnidos; }’p/_,: rendimicnto dc producto cn basc a glucosa consumida (g.g'l);

Y./ rendimicnto dc biomasa cn basc a glucosa consumida (g.g™!) (ver texto).
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Tabla 2.8b. Concentraciones de fucnte dc carbono (glucosa) v de nitrogeno (cxtracto dc
levadura v sulfato de amonio) emplcadas cn los cnsavos dec cstudio de la influencia dc las
rclacioncs C:N. Sc indican los valores dc Pcso scco maximo alcanzado y los rendimicntos de
protcina toxica v dc biomasa cn basc a glucosa consumida. La concentracion de sulfato de

amonio fuc constante ¢ igual a 0.47 g.I-1.

CN glucosa EL Niotal PSix Yoo Y, Yo
0.95 1.9 7.0 0.80 436 0.24 0.227 1.06
1.26 1.9 5.1 0.61 3.05 0.23 0.202 1.14
1.30 3.6 10.1 1.11 535 0.28 0.232 1.21
1.73 3.6 73 0.83 3.71 0.24 0.180 1.33
1.90 19 3.0 0.40 2.48 0.26 0.171 1.53
2.60 3.6 4.5 0.55 3.32 0.27 0.182 1.50
2.75 55 7.0 0.80 5.23 0.32 0.149 213
3.55 7.1 7.0 0.80 5.00 0.33 0.132 25
3.67 5.5 5.0 0.60 446 0.27 0.097 2.78
3.80 1.9 1.0 0.20 1.77 0.23 0.114 2.02
4.55 9.9 1.7 0.87 591 0.27 0.097 2.78
4.70 7.1 5.0 0.60 452 0.26 0.089 292
5.20 3.6 1.8 0.28 3.24 0.22 0.134 1.64
5.50 5.5 3.0 0.40 446 0.26 0.068 3.82
6.10 9.9 55 0.65 5.32 0.26 0.068 3.82
7.10 7.1 3.0 0.40 4.52 0.23 0.066 348
9.10 9.9 34 044 551 0.22 0.069 3.19
11.00 5.5 1.0 0.20 2.99 0.24 0.069 3.48
14.20 7.1 1.0 0.20 2.71 0.33 0.100 3.29
18.20 9.9 1.0 0.20 3.60 0.24 0.076 3.16

C:N: rclacién carbono:nitrégeno (g.g'!). EL: cxtracto de levadura (gl1); Ny
nitrégeno total (g.I"1); PS,,,: PCso scco maximo g, Yor: rclacion entre producto y
biomasa obtcnidos; Yp,/s: rendimicnto dc producto cn basc a glucosa consumida (g.g™1);

Y,/ rendimicnto dc biomasa cn basc a glucosa consumida (g.g"!) (ver texto).

El estudio de la biomasa alcanzada en los ensayos permite ver que ésta
disminuye al aumentar la relacién carbono:nitrogeno para un valor de concentracion



de glucosa constante (ver Figura 2.1). Esto es esperable debido a que el aumento de
dicha relacion implica la posibilidad de que los medios queden limitados por
nitrégeno. La misma tendencia se observa cuando se analizan la relaciones 1), e
Y, % Sin embargo, en todos los casos se verifica que los valores alcanzados en
medios suplementados con sulfato de amonio son superiores a los alcanzados en los
medios donde la unica fuente de nitrogeno fue extracto de levadura.

Los valores de rendimiento en biomasa calculados no pueden emplearse
como indicadores del buen desarrollo, debido a que las elevadas concentraciones de
extracto de levadura usadas en estos medios de cultivo aportan una gran cantidad de
compuestos carbonados que los microorganismos son capaces de emplear como
fuentes de carbono, enmascarandose asi los verdaderos valores de Yy .

Respecto de los sustratos limitantes, puede verse que, en los medios con
concentracién de nitrogeno igual a 0.2 gll (sin sulfato de amonio), la
concentracién de biomasa final es constante para concentraciones de glucosa
mayores que 6 gl-! (Figura 2.2), lo cual indica que, en esas condiciones, los
cultivos estan limitados por nitrégeno. Para concentraciones de nitrégeno mayores
que este valor el sustrato limitante es la glucosa, dentro del intervalo de
concentraciones ensayadas (Figuras 2.3 - 2.5). Sin embargo esta situaciéon no se
encuentra en los medios suplementados con sulfato de amonio. En cllos siempre fue
la glucosa el sustrato limitante.

Por lo tanto, glucosa es limitante del crecimiento en concentraciones menores
que 7 g.1-1, y el nitrégeno lo es en concentraciones menores que 0.2 gl-1. Altas
concentraciones de extracto de levadura aportan compuestos carbonados que pueden
ser empleados como fuentes de carbono por el microorganismo. Asimismo, se puede
determinar que es necesario suplementar los medios con sulfato de amonio.

También fue estudiada la relacién entre la proteina (8-endotoxina) formada y
el sustrato consumido. Cuando la fuente de nitrégeno es extracto de levadura y la
concentracién de glucosa es menor que 7 g.1'1, la cantidad de proteina formada por
gramo de sustrato consumido (Y,4) aumenta al disminuir la relacién
carbono:nitrégeno, llegando a un valor maximo de Y,, = 0.166 g.g'l. Para
concentraciones mayores, cualquiera sea la concentraciéon de N, el valor de Y, se
mantiene constante, alrededor de 0.06 g.g-1. Otra vez se dificulta el analisis de los
valores obtenidos, debido a la clevada concentracion de extracto de levadura en los
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Figura 2.2. Concentracion maxima de biomasa alcanzada en funcion de la
concentracion de glucosa, en cultivos de Bacillus thuringiensis var. israclensis con
distintas concentraciones de nitrégeno. a: concentracién de nitrogeno 0.2 gl-1; b:

concentracion de nitrogeno 0.4 g.I-1.
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Figura 2.2 (continuacion). Concentracion maxima de biomasa alcanzada en
funcién de la concentracion de glucosa, en cultivos de Bacillus thuringicnsis var.
israelensis con distintas concentraciones de nitrogeno. ¢: concentracion de nitrégeno
0.6 g.l‘l; d: concentracion de nitrogeno 0.8 g.I-1.
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medios con baja relacion carbono:nitrégeno. Aun asi, puede verse que los medios
4

con sulfato de amonio presentan una mayor relacion Y,y que aquellos no
suplementados.

Es necesario destacar que en los medios con sulfato de amonio con
concentraciones de glucosa mayores que 7 gl-! la concentraciéon de biomasa
alcanzada fue siempre mayor que 3.5 g.ll, excepto para el caso en que Ia
concentraciéon de nitrégeno fue 0.2 gl-l. Esta situaciéon puede promover la
limitacion de los cultivos por oxigeno. En frascos agitados, la maxima velocidad de
transferencia de oxigeno llega a valores de alrededor de 35 mmol O,.1-l.h-1.
Bacillus thuringiensis presenta valores de velocidad especifica de crecimiento (u
max) Y de rendimiento de biomasa en base a oxigeno (Y,,) tales que, para
concentraciones de biomasa cercanas a 3.5 g.ll, el consumo de oxigeno es de
alrededor de 32 mmol Oz.l‘l.h'1.32 Por lo tanto, los experimentos donde la
concentracién de biomasa excede ese valor "limite" de 3.5 g.l-! podrian llegar a
estar limitados en oxigeno, con las consecuentes incertezas en los resultados
obtenidos (ver Capitulo 4).

El analisis hasta aqui desarrollado permite seleccionar un medio donde la
concentracién de sustratos sea tal que la biomasa no supere csa concentracion
limite.

2.4.3. RELACION ENTRE EXTRACTO DE LEVADURA Y SULFATO DE
AMONIO.

Dado que la presencia de sulfato de amonio es necesaria para obtener niveles
de biomasa y de toxina mas elevados, es necesario ajustar su concentracion inicial
en relacion con la concentraciéon de extracto de levadura. Se ensayaron distintas
combinaciones de extracto de levadura y de sulfato de amonio, manteniendo la
concentracién de nitrégeno constante (0.2 g.1-1), para estudiar la produccién de d-
endotoxina y su variacioén con la relacién entre nitrogeno organico (aportado por el
extracto de levadura) y el nitrégeno inorganico (aportado por el amonio). Las
distintas combinaciones, y los resultados obtenidos, se presentan en la Tabla 2.9.

2En Sccciones posteriores sc profundizara accrca de la relacion cnrte oxigeno y crecimiento de
Bacillus thuringicnsis



Tabla 2.9. Ensayos para dctcrminar la rclacion adecuada centre las fucntes de

nitroégeno organica (extracto de levadura) ¢ inorganica (sulfato dc amonio).

Medio  EL  (NH;),SO;  &-cndotoxina PS v
1 0.67 0.63 0.422 2.79
2 1.00 0.47 0.433 2.66
3 1.66 0.16 0.400 2.75
4 2.00 -- 0.307 2.40

EL: cxtracto de levadura (g.1"). PSy,: peso scco maximo (g17). La
concentracién de glucosa empleada fuc de 7 g.1'! La relacion C:N s 14,
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